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RESUMEN: Este trabajo se realizó con el objetivo de determinar si los búfalos en el Occidente de Cuba son
portadores de la infección por Babesia bovis, empleando un ensayo de PCR Anidada (nPCR). Se procesaron
222 muestras de ADN, extraído de sangre de búfalos, de diferentes edades, procedentes de siete granjas de
la región occidental de Cuba, a los que también se les realizó frotis sanguíneo. Como resultado encontramos
que todas las muestras resultaron negativas al frotis sanguíneo. Sin embargo, 94 de ellas (42,1%) resultaron
positivas en el nPCR, visualizándose bandas de 298pb. La infección estuvo presente en animales de todas las
granjas y de las cuatro categorías estudiadas. Se secuenció el producto del nPCR de una muestra positiva. La
secuencia obtenida se depositó en el GenBank y se comparó con otras secuencias disponibles en diversas
bases de datos, verificándose elevada identidad con respecto a aislados geográficos de B. bovis. Se concluye
que los búfalos en Cuba son portadores de la infección por Babesia bovis.
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Diagnostic of Babesia bovis in buffaloes from the western region of Cuba by an nPCR assay
ABSTRACT: The objective of this work was to determine if water buffaloes from the western region of
Cuba are carrier of Babesia bovis infection, using a nested PCR (nPCR) test.  Two hundred twenty two
DNA samples, extracted from buffalo blood at different ages, from six farms in the western region of Cuba
were processed. Visualization of blood smear in the optical microcopy was previously carried out. The results
showed that all the samples were negative to blood smear; however, 94 (42.1%) samples were positive in the
nPCR, visualizing bands of 298 pb. Infection was present in animals from all farms and categories studied. A
positive nPCR sample was sequenced and such sequence was deposited in the GenBank, comparing it with
others available in diverse databases. Its high identity was verified with several geographical isolates of B.
bovis. It is concluded that water buffaloes in the western region of Cuba are carrier of Babesia bovis infection.
Key words: Babesia bovis, nPCRn, rap1.
INTRODUCCIÓN
La babesiosis constituye una de las principales en-
fermedades que afectan a los bovinos en Cuba (1) y la
mayoría de los países tropicales (2), causada por
Babesia bovis (3) y Babesia bigemina (4). De ellas, B.
bovis tiene mayor significación, por su patogenicidad
en el ganado bovino (5, 6).
La especie bubalina (Bubalus bubalis) fue introdu-
cida en Cuba en la década de los 80, adaptándose
muy bien a nuestras condiciones de crianza (7).  Has-
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ta la actualidad no se han realizado estudios que abor-
den la incidencia de las hemoparasitosis en los reba-
ños bubalinos, aunque tampoco se ha registrado la
ocurrencia de cuadros clínicos de estas patologías,
predominando el criterio de que los búfalos son refrac-
tarios a las hemoparasitosis (8).
En los búfalos ha sido demostrada la infección por
tres especies de Babesias (9), que están incluidas en
la lista de 18 Babesia sp., que afectan a los mamífe-
ros domésticos (10). Dos de ellas son B. bovis y B.
bigemina, detectadas en búfalos en países tropicales
y subtropicales (11, 12,13) y la otra es B. orientalis,
que fue diagnosticada únicamente en China (14), con
alta incidencia y ocasionando grandes prejuicios a la
especie (15).
En América Latina se ha informado la presencia de
las infecciones por B. bovis y B. bigemina en búfalos
(13,16). En varias de esas investigaciones se ha des-
crito la amplia distribución de estos hemoparásitos en
los rebaños bubalinos (13,17,18), e incluso la ocurren-
cia de cuadros clínicos agudos, que incluyen aborto y
hasta la muerte de animales infectados (19, 20). Ade-
más se ha asociado estas infecciones con la infesta-
ción por la garrapata Rhipicephalus (Bophilus) microplus
(18), que es el vector de B. bovis y B. bigemina en
Suramérica y el Caribe  (2, 21).
Varios autores coinciden en que los búfalos son
muy resistentes a la babesiosis, que generalmente pa-
decen de forma subclínica (11,13,18). Por esta situa-
ción se considera que los búfalos sirven de reservorio
a estos hemoparásitos, facilitando su propagación a
los rebaños bovinos (11,18). Igualmente se ha indica-
do la necesidad e importancia de caracterizar la situa-
ción epidemiológica de estas infecciones en los reba-
ños bubalinos, en especial la identificación de anima-
les portadores (13,18).
El inconveniente para la identificación de animales
portadores, es que los niveles de parasitemia perma-
necen muy bajos (22), de manera que los métodos
convencionales de diagnóstico, como el frotis sanguí-
neo (23,24), carecen de sensibilidad analítica para de-
tectar estos protozoarios en animales portadores
(25,26). Además se han empleado las pruebas de diag-
nóstico serológico, en la identificación de animales
portadores de Babesia sp. (25,27); pero esas técnicas
tienen la limitante de la reacción cruzada entre B. bovis
y B. bigemina (28) y no permiten discriminar entre in-
fecciones previas o latentes, incluyendo las crías de
madres inmunes (29).
Con el empleo de protocolos diagnósticos basados
en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), se
obtienen resultados más precisos, en la detección y
caracterización de Babesia sp. (30, 31,32). En espe-
cial, los ensayos PCR anidada (nPCR), poseen eleva-
da especificidad y sensibilidad analítica (33) y posibili-
tan la identificación de bovinos y búfalos portadores de
diferentes especies (13, 25, 30, 31).
El objetivo del presente trabajo fue determinar si
los búfalos en el occidente de Cuba son portadores de
la infección por Babesia bovis, empelando un ensayo
de PCRn.
MATERIALES Y MÉTODOS
Muestras trabajadas
Se analizaron 222 búfalos, seleccionados al azar,
de cuatro categorías y procedentes de siete unidades
de producción, localizadas en cuatro provincias del oc-
cidente de Cuba (Tabla 1). Ningún caso presentaba
manifestaciones clínicas de síndrome hemolítico.
De cada animal se realizaron dos frotis sanguíneos.
Para esto se extrajo sangre periférica, por punción de
una vena de la cara interna de la oreja, con aguja de
calibre 26 X 1/2, desechando las primeras gotas. Las
extensiones fueron llevadas al laboratorio, fijadas con
metanol absoluto (Uni-Chem) y teñidas durante 30 min
con Giensa. La lectura se realizó en un microscopio
óptico (Opton), empleando lente de inmersión de 100X.
TABLA 1. Procedencia y categoría de los animales estudiados./ Origen and category of the animals studied 
 
Provincia Granja No.  de Muestras Categoría 
Artemisa Piragual 43 Bucerro 
ICA 46 Búfala 
Mayabeque 38 Búfala 
UBPC. Güines 18 Búfala 
 
Mayabeque 
Siberia 10 Semental 
Ciudad Habana Bacuranao 15 Semental 
Matanzas Guamuta 52 Búfala 
Total 7 222 3 
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La sangre para extraer el ADN se obtuvo por punción
de la vena yugular, utilizando agujas hipodérmicas y el
sistema de extracción al vacío, en frascos colectores
(GPlast), que contenían 7, 24 mg de EDTA. Las mues-
tras fueron identificadas y congeladas a -20ºC hasta el
momento de la extracción del ADN.
Controles positivos
Como  control positivo se utilizó sangre de dos be-
cerros infectados naturalmente, positivos al frotis san-
guíneo. La sangre fue colectada por punción de la vena
yugular, en frascos de extracción al vacío (GPlast),
conteniendo EDTA. La extracción de ADN se realizó
empleando el kit de purificación GFX Genomic Blood
DNA Puriûcation Kit (Amershan Bioscience), según las
indicaciones del fabricante.
Purificación del  ADN de las muestras
La extracción de ADN se realizó según lo descrito
por Ambrosio y Potgieter (34), a partir de 500 µL de
sangre.
Cebadores
Se utilizaron los cebadores  descritos por Figueroa
et al. (30) con los que se amplifica un fragmento de
ADN de 298pb, correspondiente al gen rap1 de B. bovis.
En la primera etapa (PCR1) se empleó el par de
cebadores externos:
5'-CACGAGGAAGGAACTACCGATGTTGA-3';
5'-CCAAGGAGCTTCAACGTACGAGGTCA-3' y en el
PCR2 se emplearon los cebadores internos:
5'-TCAACAAGGTACTCTATATGGCTACC-3'.
Para comprobar la especificidad de los cebadores,
se efectuó una prueba in silico, mediante el programa
Vector NTI 11.0 (Invitrogen), a partir de la secuencia
del gen rap1 de B. bovis, depositada por Suárez et al.
(35) en el GenBank (número de acceso AF030061).
Ensayo de nPCR
El ensayo de nPCR se desarrolló en las condicio-
nes descritas por Oliveira-Sequeira et al. (2005) (31),
en el Laboratorio de Biotecnología Animal de Embrapa.
Pecuária Sudeste, Sao Paulo, Brasil.
En las reacciones de nPCR se uti lizó Taq
Polimerase Master Mix Red (NeoBio): (2X) Tris-HCl
150mM (pH 8.5), (NH4)2SO4 40mM, MgCl2 4.0mM,
dNTPs 0.4mM, Taq polimerasa 0.05 U/µl y colorante
rojo inerte.
En la PCR1 las reacciones se desarrollaron en un
volumen final 25 µl, incluyendo 12.5 µl de Master Mix
Red, 10 pmol de los cebadores 1 y 2; 5.5µl H2O y 5µl
DNA. En el PCR2 se trabajó en un volumen final de
20µl, empleando 10µl  de Master Mix Red, 10pmol de
los cebadores 3 y 4; 7µl H2O y 1µl del producto del
PCR1.
El programa de amplificación utilizado fue similar
en ambos ensayos, excepto en el valor de temperatu-
ra de unión, que fue 64ºC en el PCR1 y 66ºC en el
PCR2. Se realizó un ciclo de 96ºC durante 1 minuto,
39 ciclos de 94ºC, 30 segundos, 64ºC ó 66ºC durante
30 segundos, según correspondía y 72ºC  durante 30
segundos y una extensión final de 2 minutos a 72ºC.
Las amplificaciones se realizaron en un termociclador
Mastercycler Gradient (Eppendorf).
Visualización del producto del nPCR
Los productos de amplificación de la nPCR se apli-
caron en geles de agarosa al 1,5% en solución tam-
pón TBE 05X y se corrieron a 100Volts y 50mA, duran-
te 30 minutos, posteriormente se tiñeron con Bromuro
de Etidio (0.5µg/mL) durante 10 min. Las bandas se
visualizaron en un transluminador de luz ultravioleta,
empleando un marcador de peso molecular de 100pb
(Amersham Biosciences).
Secuenciación y análisis del producto amplifica-
do en la nPCR
Para la secuenciación se seleccionó al azar uno
de los amplímeros obtenidos en la nPCR y se empleó
el Kit ABI PRISM® Big Dye terminator v. 3.1 cycle
sequencing (Applied Biosystem).
La secuencia nucleotídica resultante fue deposita-
da en el GenBank con número de acceso JF279443.
Posteriormente se comparó con todas las secuencias
de nucleótidos disponibles en las bases de datos:
GenBank, EMBL, DDBJ y PDB, utilizando el progra-
ma Blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blastn) y se
seleccionaron y alinearon las secuencias con las que
presentó mayor similitud, mediante el programa MEGA
5 (36).
Procesamiento estadístico
Los resultados del nPCR fueron agrupados en ta-
blas de contingencia. Se analizó la frecuencia de ca-
sos, según las granjas de procedencia y las catego-
rías de los animales. Para ello se realizó una compa-
ración de proporciones, siguiendo el algoritmo de X2,
empleando la comparación de muestras múltiples, del
paquete estadístico STATGRAPHICS Plus 5.1.
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
En el análisis de los frotis sanguíneos, todas las
muestras resultaron negativas a la presencia de B.
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bovis, resultado que era esperado, según los criterios
de varios autores, los cuales demostraron que con esta
técnica no es posible identificar los animales portado-
res de B. bovis (23,25,37).  El frotis sanguíneo posee
baja sensibilidad analítica, solo detecta la infección en
casos de babesiosis aguda, cuando el nivel de
parasitemia es elevado (25,26), por lo que no se reco-
mienda su uso para identificar animales portadores
(22,25,33).
Las limitaciones del frotis sanguíneo para el diag-
nóstico de B. bovis, también responden a la tendencia
vicerotrópica del parásito, que generalmente se locali-
za en la circulación capilar de órganos centrales, don-
de producen el secuestro de los eritrocitos parasitados,
retirándolos de la circulación general (38,39,40). Se
plantea que en casos agudos, la parasitemia de B.
bovis rara vez alcanza el 1% (medido en la circulación
general), diferente de B. bigemina, que llega a regis-
trarse hasta un 30% (33).
En la prueba in silico realizada a los cebadores, se
obtuvo que el segmento de ADN del gen rap1, amplifi-
cado con el nPCR, fue de 298pb. Este resultado no
coincide con los planteamientos de otros autores que
utilizaron el mismo diseño de cebadores, según los
cuales el tamaño del segmento amplificado fue de 291pb
(30,31).
De la realización del nPCR a las 222 muestras ana-
lizadas, 94 resultaron positivas (42,1%), visualizándose
bandas con peso molecular de 298pb (Figura 1), lo
que se corresponde con los resultados obtenidos en la
prueba in silico de los cebadores. Este hallazgo de-
muestra que los búfalos en el occidente de Cuba son
portadores de la infección por B. bovis.
Los resultados positivos obtenidos con el ensayo
de nPCR, confirman la eficacia de esta técnica para el
diagnóstico en portadores (13, 30, 31), donde se man-
tienen muy bajos los niveles de parasitemia, aproxi-
madamente inferiores a 0,0001% EI/ml de sangre (26).
La importancia de utilizar métodos con alta sensi-
bilidad analítica en el diagnóstico de B. bovis (25,37),
fue reafirmada por Nascimento (41), que estudió 162
búfalos asintomáticos del estado Rio de Janeiro en
Brasil y encontró que el 52,3% fue seropositivos, se-
gún un ensayo de ELISA indirecto, sin embargo, nin-
guno de los casos fue positivo en el análisis mediante
un ensayo de PCR simple, con límite de detección de
0,003% EI/ml.
La secuencia de uno de los fragmentos amplifica-
dos en el nPCR fue depositada en el GenBank, con
número de acceso JF279443. Esta secuencia presen-
tó 298pb, confirmando los resultados de la prueba in
silico realizada.
Al comparar esta secuencia, se encontró elevada
identidad con respecto a la mayoría de las secuencias
existentes del gen rap1 de B. bovis, correspondientes
a aislados de diversos países. Además se determinó
que el polimorfismo entre ellas, se localizaba en tres
posiciones de nucleótidos específicamente (Tabla 2).
Estos resultados se corresponden con los presen-
tados anteriormente por Suárez et al. (35) quienes de-
mostraron que el gen rap1 es ampliamente conserva-
FIGURA 1. Resultados de nPCR con muestras de ADN, extraído de sangre de búfalos. M-Marcador 100 pb, 1- Control
positivo (1/100), 2 a 13- Muestras./ nPCR results with buffalo blood DNA samples, M-Marker (100 pb), 1 - Positive
control (1/100), 2 at 13 - Samples.
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do entre los diferentes aislados geográficos de B. bovis,
diferente a lo que ocurre con B. bigemina, donde la
secuencia de este gen es variable, según los aisla-
mientos de diferentes regiones (42). La causa de esta
diferencia radica en que el gen rap1 está representado
en el genoma de B. bovis por dos copias monomórficas,
alineadas en tanden, mientras que en B. bigemina, el
gen presenta 4 copias polimórficas, organizados en un
locus de estructura más compleja, con posibilidades
de combinaciones génicas, que se expresan en la sín-
tesis de la proteína RAP-1 (42, 43).
Por su parte Rios et al. (44), después de una am-
plia revisión de los trabajos que abordan la estructura
del gen rap1 en las diferentes especies de Babesias,
señalaron que el gen rap1 muestra alta conservación
entre las cepas de B. bovis, y no así entre las cepas
de B. bigemina, por lo que identificaron este gen como
un marcador molecular específico de la especie B.
bovis, útil para estudios donde se pretenda detectar
este patógeno exclusivamente.
Los trabajos realizados por Suarez et al. (42) y Brown
et al. (45), demostraron que las variaciones registradas
en la secuencia del gen rap1, entre diferentes aislados
geográficos, no alteraban la estructura de los epítopes
existentes en la proteína RAP-1. Estos autores trabaja-
ron con aislados de México, Argentina y Uruguay, cu-
yas secuencias del gen rap1 fueron incluidas en la com-
paración realizada en el presente estudio (43, 45).
La infección se detectó en animales procedentes
de todas las granjas, sin que existieran diferencias
significativas entre las proporciones de casos regis-
trados en cada una de ellas (p=0.5835) (Figura 2).
Además encontramos animales infectados en las tres
categorías analizadas y las diferencias entre las pro-
porciones tampoco resultaron significativas (p=0.3369)
(Figura 3).
TABLA 2. Resultados de la comparación de secuencias del gen rap1 de B. bovis./  Results of comparison of B. bovis 
rap1 gene sequences 
*Secuencia determinada en este trabajo 
Posiciones  de nucleótidos en el gen rap1 Secuencias 
(GenBank) 
País de Origen Identidad 
644 699 710 
JF279443* Cuba - C T A 
AF030061 Uruguay 298/298  (100%) C T A 
FJ588011 Brasil (Norte)  298/298  (100%) C T A 
AF027149 México 297/298  (99%) C T G 
AF030059 USA 297/298  (99%) C T G 
AF030062 Argentina 295/298  (98%) T C G 
FJ588013 Brasil (Sur) 295/298  (98%) T C G 
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Estos resultados permiten inferir que B. bovis se
encuentra ampliamente distribuida en los rebaños
bubalinos, similar a lo que ocurre en los rebaños bovi-
nos de la región, donde esta hemoparasitosis presen-
ta una vasta distribución (8). Aún cuando este análisis
no es un estudio de prevalencia,  la proporción de ca-
sos (42,1%) se aproxima al índice de prevalencia de
34%, registrado por Ferreri et al. (13) en búfalos porta-
dores en Argentina y al índice de seroprevalencia de
49,4%, reportado por Guido et al. (17) en Brasil.
El hallazgo de B. bovis en el 46,7% de los bucerros,
permite inferir que la primera infección en los búfalos
se produce durante el primer año de vida (46), cuando
todavía están protegidos por los anticuerpos calostrales,
y desarrollan una inmunidad que persiste durante va-
rios años; de la misma forma en que ocurre con la
infección por  A. marginale en búfalos (47).  Este he-
cho, unido a la resistencia natural de la especie (11),
puede ser la causa de la forma asintomática de pre-
sentación de la babesiosis en búfalos (13).
La presencia de B. bovis en búfalos adultos pue-
de ser consecuencia de la reinfección frecuente,
mediado por la infestación por garrapatas (48), como
ocurre en los bovinos (49); aunque también la infec-
ción puede iniciarse desde el primer año de vida y
prevalecer persistentemente, sin necesidad de
reinfección (50). Este protozoario logra evadir la res-
puesta inmune en los bovinos a través los mecanis-
mos del secuestro eritrocítico (40) y de la variabilidad
antigénica (51, 52), prevaleciendo por períodos de
hasta 3 años en las razas del tipo Bos indicus, mien-
tras que en las razas del tipo Bos taurus puede man-
tenerse de por vida (53,54).
La detección del hemoparásito en los búfalos des-
de la categoría de bucerros, se corresponde con la
dinámica de la infestación por R. (Boophilus) microplus
en los búfalos en Cuba, que alcanza tasas de infesta-
ción elevadas en los bucerros (55). Varios autores de-
mostraron anteriormente la asociación entre la infec-
ción con B. bovis  y otros hemoparásitos en búfalos,
con la infestación por la garrapata R. (Boophilus)
microplus (12,48). Según estos criterios consideramos
que esta garrapata es el vector de la infección por B.
bovis en los búfalos de Cuba.
Los resultados de este trabajo permiten afirmar que
los búfalos en la región occidental de Cuba son portado-
res de la infección por B. bovis, y que el nPCR constitu-
ye una herramienta diagnóstica eficaz para el monitoreo
epidemiológico de esta hemoparasitosis en los anima-
les portadores. Se recomienda un estudio epidemiológico
de la babesiosis en los rebaños bovinos y bubalinos de
la región y de la importancia de R. (Boophilus) microplus
como vector, además de  caracterizar la dinámica de la
infección en los rebaños bubalinos y su costo metabólico
para los animales portadores.
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